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草鱼 染色 体 的 包装 ( 间 期 一 中 期 ) 
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A 摘要 以 草鱼 ZC 7901 细胞 株 为 材料 ， 观 察 鱼 类 细胞 从 间 期 染色 质 到 中 期 染色 体 的 包装 过 程 ， 主 要 
Mit: (1) 分 裂 期 与 间 期 细胞 融合 ， 诱 导 染 色 体 早 部 紫 集 ，(2) 染色 体 “ 伸 长 "处 理 ，(3) 培养 细胞 的 低 滩 处 
3E; (4) 染色 质 铺 展 等 方法 ， 制 作 染 色 体 标本 ， 进 行 扫 描 和 迁 射 电镜 观察 ， 
观察 表明 ， 熏 类 素 色 质 的 基本 结构 与 哺乳 类 细胞 相同 ， 也 是 直径 约 10 nm 的 核 丝 {Nucleofilament). 
染色 体 的 色 装 有 了 丙种 形式 : 一 种 是 多 级 螺旋 化 形成 直径 约 300 nm 的 染色 单 体 ， 再 经 过 一 次 统合 ， 形 成 约 
600 nm ARH, 另 一 种 是 从 30 om 或 60 nm 的 螺 线 管 直接 拆 重 交 联 和 包装 ， 其 间 也 们 有 部 分 不 规则 螺 
RNAP RRB. RUA: 前 一 种 螺旋 化 是 草 角 染色 栖 的 正常 包装 ， 后 一 种 折 又 交 刁 是 染色 体 的 
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真 核 细 胞 染色 体 的 包装 有 3 种 基本 模型 ， 四 级 螺旋 模型 {Bak S, 1977), 不 规则 纤 
维 折 释 模型 (Dupraw，1965) 及 骨架 辐射 环 纤 维 模型 [Laemmli 等 ，1970; Adolph 等 ， 
1980)。 近 年 来 ， 也 有 人 提出 折 倒 直线 和 辐射 环 并 存 {Mullinger 等 ，1980) 及 辐射 环 与 螺 
线 管 并 存 等 模型 (Ratter &, 1985), 

鱼 类 细胞 的 染色 体 很 小 ， 是 染色 体 工 作 的 难点 。 近 年 国内 外 关于 鱼 类 染色 体 较 多 的 
是 有 关 制 备 方法 、 带 型 和 核 型 等 的 研究 (Gold 等 ，1991; Klinkhardt &, 1991; Fan ` 
等 ，1990; xR. 1983) BRAD mi SARA Gb. 1987; BAS. 1988), {E 
有 关 鱼 类 染色 体 的 包装 过 程 ， 至 今 仍 然 是 一 个 未 解决 的 问题 。 本 文通 过 多 种 染色 体 技 
术 ， 对 草鱼 染色 体 的 包装 进行 了 观察 。 


材料 和 方法 
培养 细胞 ”章鱼 (Ctenopharyngodon idellus C. et VY，) 易 端 组 织 ZC-7901 细胞 株 ， 
FAS 10% 小 牛 血清 的 M--199 培养 液 ，26 已 常规 方法 培养 。 
诱导 产生 早熟 凝集 染色 体 (PCC) 用 PEG 诱导 细胞 融合 ， 从 分 裂 期 与 间 期 (M 一 IJ) 
融合 细胞 中 获得 G,、S、G; 各 期 PCC( 杭 绮 等 ，1992)。 
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染色 体 “ 伸 长 "的 处 理 ” 依 刘 凌 云 (1988) 方 法 稍 加 改变 。 选 生长 良好 的 培养 细胞 ， 经 
BrdU 和 秋水 仙 素 及 放 线 菌 素 D(AMD) 处 理 后 收集 细胞 ， 再 经 低 滩 处 理 及 问 定 后 ，- 
部 分 细胞 制 成 光 镜 标本 ， 一 部 分 制备 电镜 标本 。 

扫描 电镜 标本 的 制备 ”PCC 和 经 染色 体 伸 长 处 理 的 材料 ， 经 Carnoy RHE. W 
于 预先 喷 镀 铂 膜 的 盖 玻 片上 ， 戊 二 醛 - 猴 酸 双 固 定 后 ， 以 单 宁 酸 ~ 铁 酸 法 进行 组 织 导 电 
RES. 样品 在 临界 点 干燥 后 经 离子 溅 射 喷 铂 膜 。 日 立 S$-520 扫描 电镜 观察 。 部 分 样品 
在 成 二 醛 一 铁 酸 双 固 定 前 经 DNase I] 4h38 15 min. 

”透射 电镜 标本 的 制备 ”上 述 PCC 及 染色 体 伸 长 处 理 的 材料 ， 按 常规 方法 制备 超 薄 
切片 。 部 分 正常 培养 细胞 经 秋水 仙 素 及 NaCl 低 渗 液 处 理 后 制 片 。H--600 电镜 观察。 

染色 质 的 铺展 标本 ” 按 赵 蜡 (1987) 方 法 稍 加 改变 。 培 养 细胞 以 秋水 仙 素 处 理 后 经 
MeCl, 低 渗 液 处 理 ， 使 细胞 破裂 ， 镜 检 见 大 部 分 核 游离 后 ， 离 心 出 细胞 核 ， 先 略 和 触 双 
燕 水 表面 ， 使 核 胀 破 ， 青 将 样品 置 离心 管 中 通 过 一 层 介质 直接 离心 至 铀 网上。 取出 岗 
网 ， 用 Photoflo 清洗 ， 醋 酸 铀 染色 ， 双 燕 水 洗 后 干燥 ，H 一 600 电镜 观察 。 


结 果 


间 期 核 的 染色 质 ”在 间 大 细胞 的 铺展 标本 中 ， 核 染色 质 大 多 松 开 并 铺展 为 直径 约 
10 nm 的 纤 丝 ， 但 也 有 些 纤 丝 没有 完全 松 开 ， 仍 螺旋 成 松紧 不 一 的 螺 线 管 ， 螺 幅 有 
30 nm 和 60 nm A(R I: 1，2)。 在 经 过 BrdU， 优 渗 等 处 理 过 的 间 期 细胞 超 薄 切 
片 中 也 观察 到 直径 25—30 nm A 60—70 nm 两 类 粗细 不 一 的 染色 质 纤 丝 (图 版 I: 3), 
与 铺展 标本 中 所 见 结果 一 致 。 

前 期 染色 体 的 包装 Æ PEG 诱导 的 M 一 I 融合 细胞 中 ， 扫 描 电 镜 下 看 到 间 期 细胞 
核 的 染色 质 纤 丝 (30 nm 和 60 nm 螺 线 管 ) 互 相交 织 成 网 状 结构 ， 网 格 很 密 { 图 版 [I : 
9)。 在 PCC 凝集 开始 时 ， 纤 丝 在 不 大 幅度 位 移 的 情况 下 螺旋 成 螺 幅 约 150 nm 的 粗 
经 。 此 时 网 状 结构 依然 存在 ， 但 纤 丝 变 粗 ， 网 格 变 玖 (图 版 了 : 4，5)。 在 许多 PCC 细 
胞 中 ,凝集 时 大 名 数 30 nm 和 60 om 纤 丝 不 进一步 螺旋 化 ， 而 是 经 过 大 幅度 的 位 移 纵 
横 折 和 亚 ， 形 成 一 堆 堆 前 期 染色 体 的 雏 型 ， 各 前 期 染色 体 间 有 纤 丝 互相 联结 .整个 核 的 染 
色 质 由 原来 完整 的 网 状 结构 变 成 破 网 状 结构 。 但 在 这 些 折 关 形成 的 前 期 染色 体 中 ， 仍 然 
有 部 分 30 nm 和 60 nm 纤 丝 螺旋 成 粗细 不 一 的 粗 丝 ， 螺 旋 很 不 规则 ， 有 的 还 螺旋 扫 曲 
Wea (ARM: 10, 11). | 

早 中 期 染色 体 的 包装 ” 继 前 期 的 凝集 以 后 ， 仍 然 是 两 类 包装 形式 : 一 类 由 150 nm 
的 粗 丝 大 幅度 的 位 移 ， 进 一 步 螺 旋 化 ， 形 成 螺 幅 约 300 om 的 染色 单 体 。 两 条 染色 单 体 
形成 以 后 紧密 靠拢 ， 互 相 绞 全 (图 版 I: 6，7)。 男 一 类 包装 ， 是 从 前 期 染色 体 进 一 步 紧 
密 折 普 ， 凝 集成 一 条 条 明显 的 时 中 期 染色 体 。 如 前 期 的 折 疮 交 联 包装 一 样 ， 早 中 期 染色 
体 中 也 伴 有 部 分 粗细 不 等 的 、 不 规则 的 螺旋 化 的 粗 丝 (图 版 本 : 11，13)。 在 DNasell $ 
度 处 理 的 标本 中 ， 折 符 交 联 包 装 中 的 纵横 纤 丝 更 加 清晰 (图版: 12). 

中 期 染色 体 的 包装 ”中 期 染色 体 的 直径 约 500—600 nm， 是 早 中 期 染色 体 进 一 步 
螺旋 或 折 和 合 交 联 所 形成 的 (图 版 了 : 7，8; 图 版 本: 13，1 少 ， 由 于 包装 比 早 中 期 染色 体 
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紧密 得 多 ， 因 而 内 部 结构 不 易 看 清 。 在 超 薄 切片 中 中 期 染色 体 直 径 约 500 nm， 电 子 密 
度 太 ， 着 色 深 ， 说 明 内 部 包装 紧密 ; 而 早 中 期 染色 体 着 色 浅 ， 内 部 结构 较 玖 松 ( 图 版 
I: 15，16)， 与 扫描 电镜 观察 到 的 结果 相符 合 。 


讨 论 


草鱼 细胞 间 期 核 的 染色 质 ”Oflins(1974) 等 早已 证 实 真 核 细胞 染色 质 的 基本 结构 是 核 
小 体 构成 的 直径 约 10 nm 的 核 丝 (NucleofilamenbD。 在 草鱼 间 期 细胞 染色 质 的 铺展 标本 
中 可 以 看 到 这 种 核 丝 ， 说 明 鱼 类 细胞 的 染色 质 基 本 结构 与 其 它 真 核 细胞 相同 。 在 标本 中 
也 常 看 到 一 些 未 解 开 的 30 nm 和 60 nm 螺 线 管 ， 表 明 核 丝 在 铺展 前 处 于 螺 线 管 结构 。 

在 经 过 低 渗 处 理 后 的 固定 的 间 期 核 中 ， 染 色 质 是 由 30 nm 和 60 nm 纤 经 构成 的 网 
状 结构 。 这 与 在 人 淋巴 细胞 中 观察 到 的 染色 质 结 构 一 致 (Golomb 4, 1974). #0 hR 
线 管 构成 的 网 状 结构 是 间 期 核 染色 质 的 基本 形态 。 

草鱼 细胞 染色 体 的 包装 (1) 四 级 螺旋 包装 : Bak 等 (1977) 的 螺旋 模型 是 将 从 2 一 
3 nm 的 DNA 分 子 包装 成 10 nm 的 核 丝 称 为 一 级 螺旋 化 ，10 nm 的 核 丝 包装 成 
30 nm 的 螺 线 管 称 为 二 级 螺旋 化 。 本 文 观察 到 草鱼 染色 质 的 二 级 螺旋 化 稍 有 不 同 : 草 
鱼 的 核 丝 由 于 螺旋 的 松紧 不 一 ， 枯 成 30 nm 和 60 nm 两 类 螺 线 管 ， 螺 旋 松 的 是 
30 nm， 紧 的 是 60 nm( 图 版 T: 1，2)。 细 胞 的 染色 质 出 现 凝 集 后 ， 螺 线 管 螺旋 成 
150 nm 粗 丝 ， 就 是 三 级 螺旋 化 。 二 级 、 三 级 螺旋 化 时 ， 螺 线 管 在 不 大 幅度 移动 下 进行 
螺旋 ， 因 而 整个 染色 质 的 网 状 结构 依然 存在 ， 我 们 称 这 种 现 丛 为 “ 原 位 螺旋 "(或 “ 原 位 凝 
集 ”)，150 nm 粗 丝 螺旋 成 300 nm 的 染色 单 体 时 ， 粗 经 大 幅度 位 称 ， 网 状 结构 失去 ， 
可 以 称 为 “ 移 位 螺旋 "(或 “ 移 位 凝集 ”)， 这 是 四 级 螺旋 化 。 两 条 染色 单 体 在 螺旋 完成 后 ， 
互相 绞 合 。 这 个 绞 合 过 程 不 很 长 ， 因 为 到 了 正中 期 以 后 ， 染 色 单 体 又 分 开 。 这 种 绞 合 在 
生物 学 上 有 什么 作用 ?姐妹 染色 单 体 间 的 交换 (SCE) 是 否 就 在 此 过 程 中 发 生 ? 有 待 进 一 
步 研 究 。 

(2) HEZK: 通过 折 秋 交 联 形成 的 染色 体 ， 有 的 可 以 看 到 两 条 染色 单 体 ， 这 
无 疑 是 G, 期 PCC， 有 的 只 有 单一 的 染色 体 结 构 ， 显 然 是 G 期 PCC， 因 为 G 期 
DNA 尚未 复制 。 有 人 在 人 外 周 淋巴 细胞 中 观察 到 类 似 的 折 人 包装， 他 们 将 包装 中 直线 
折合 的 螺 线 管 称 作 纵 行 纤维 (Longitudinal fibre); 将 螺旋 的 粗 丝 作 弯 环 纤维 (Tortuous 
looping fibrej， 因 为 螺旋 得 宽松 的 粗 丝 看 起 来 很 象 是 弯曲 的 环 状 结构 ; 将 由 螺旋 而 扭曲 
堆积 的 结 节 称 作 染 色 和 粒 (Chromomerej(Golomb 等 、1974)。 虽然 名 称 不 同 ， 实 质 上 却 是 
相近 的 。Golomb 等 还 用 DNase 工 处 理 人 淋巴 细胞 染色 体 标 本 ， 结 果 使 染色 粒 的 排列 
更 为 明显 可 辨 ， 他 认为 虽然 DNaseI 对 染色 体 的 酶 解 处 理 ， 虽 然 机 制 不 很 清楚 ， 但 可 
以 利用 这 个 方法 分 析 人 类 染色 粒 的 变异 。 我 们 用 DNase 了 [ 轻 度 处 理 草鱼 细胞 早 中 期 染 
色 体 ， 结 果 使 染色 体 包装 中 的 折 秋 交 联 纤维 网 状 结构 更 加 清晰 。 

两 类 包装 过 程 可 以 归纳 示意 如 下 页 图 : 
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草鱼 染色 体 包装 模型 的 探讨 “观察 表明 ， 草 鱼 染 色 体 的 包装 与 Bak 等 的 四 级 螺旋 
模型 和 Duprow 等 的 不 规则 折 秋 纤维 模型 相近 ( 见 图 )。 费 青 等 (1988) 对 黄鳝 肾 细 胞 和 
鲫鱼 血 麻 巴 细胞 的 染色 体 进行 电镜 观察 ， 看 见 直径 约 为 30 nm IO EUR EH e RUE 





图 1 染色 体 螺旋 化 包装 示意 图 
Fig. 1 Illustration of spiralization in chromosome packing of Grass Carp 
a. 染色 质 的 基本 结构 核 丝 (10 om) b. 由 核 丝 螺旋 化 形成 的 30 om VE 
5. 由 核 丝 蛇 旋 化 形成 的 60 nm MR d MRM HELI RE 150 nm 粗 丝 
e. 由 150 nm MARRERO, RR RR RSE, My aoe Hs fk 


缠绕 ， 类 似 “ 辐 射 环 "的 结构 。 我 们 采用 了 多 种 使 染色 体 结构 宽松 的 枝 术 ， 均 未 在 草鱼 染 
色 体 中 看 到 有 辐射 环 结构 。 比 较 螺 旋 化 与 折 释 交 联 两 种 包装 。 主 要 是 后 者 缺少 前 者 的 
* 原 位 螺旋 "和 一 系列 正常 的 螺旋 状 。 

从 草鱼 的 PCC MA BrdU 等 处 理 后 的 标本 看 到 多 数 是 折 释 交 联 的 包装 。 这 些 染 
色 体 标本 与 折 释 交 联 包装 之 间 有 什么 必然 的 关系 ?正常 的 哺乳 类 细胞 在 DNA 复制 后 通 
常 需要 有 2 一 4 h 的 成 熟 过 程 ， 为 再 次 有 丝 分 裂 作 蕉 备 。 如 果 在 间 期 中 这 一 成 熟 过 程 受 
阻 断 ， 将 引起 染色 体 畸 变 或 出 现 不 完全 凝集 (Sperling 等 ，1974)。 在 上 述 PCC 的 包装 
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中 ，30 nm fil 60 nm RABAT eM AER, HE E h ea 
在 与 分 裂 期 细胞 融合 的 条 件 下 ， 提 前 凝集 ， 失 去 正常 细胞 的 成 熟 过 程 所 致 。 因 此 ， 可 以 
把 折 释 交 联 包装 看 作 是 跃 过 螺旋 化 步骤 的 一 种 快速 的 早熟 包装 。 至 于 在 折合 交 联 包装 中 
为 什么 伴 有 一 部 分 螺旋 化 的 粗 丝 ?这 是 由 于 细胞 基因 组 的 DNA 复制 有 早晚 。 复 制 早 
的 ， 可 以 接近 完成 成 熟 过 程 ， 因 而 出 现 部 分 纤 经 不 很 规则 的 螺旋 化 ; 复制 晚 的 来 不 及 完 
成 成 熟 过 程 ， 只 能 不 经 过 螺旋 化 而 直接 折 释 交 联 。 用 BrdU 替代 TdR BA DNA, 可 
以 造成 类 似 PCC 的 “螺旋 化 延迟 "(Spiralization delay WAUAIS RS. 1983), Ee tk 
不 能 紧密 螺旋 而 “ 伸 长 "， 因 而 在 包装 中 也 出 现 类 似 于 PCC 的 那 种 早熟 包装 。 

折 符 交 联 包装 在 细胞 正常 发 育 中 有 什么 意义 ?在 正常 的 细胞 周期 中 ， 不 同 染色 体 上 
DNA 的 复制 和 同一 染色 体 上 不 同 部 位 的 DNA 复制 都 有 一 定 的 时 间 顺 序 (Mariani 等 ， 
1984), DNA 的 复制 和 染色 体 的 凝聚 都 有 相对 自主 的 过 程 (Drouin，1991)。 在 DNA 复 
制 有 早 有 晚 不 同步 的 情况 下 ， 先 完成 复制 的 染色 体 可 以 进行 螺旋 化 包装 ， 而 后 完成 复制 
的 ， 必 须 以 一 种 快速 的 形式 进行 包装 ， 才 能 使 同一 分 裂 相 中 的 许多 染色 体 间 步 地 完成 包 
装 和 细胞 分 裂 。 因 此 ， 一 种 快速 的 折 午 交 联 包装 作为 螺旋 化 包装 的 补充 ， 是 正常 的 细胞 
发 育 所 需要 的 ， 


致谢 : 本 工作 在 电镜 观察 方面 承 浙 江 丝 网 科学 研究 院 蒋 宝 永和 国家 第 二 海洋 研究 所 章 敏 同志 协 
助 ， 本 所 郁 昭 愈 、 陈 汉民 同志 也 囊 予 大 力 支持 ， 谨 致谢 忱 。 


图 版 说 期 


PAAR I: 

- MRO EMA. Mkr 10 nm 纤 丝 { 核 丝 ) 大 箭头 示 未 展开 的 30 om RRB. x 70K 

. 箭头 示 螺 旋 着 的 60 nm 螺 线 管 。x SOK 

. Bea eA, Abas aR 25 一 30 nm 纤 丝 ; 大 箭头 了 未 60—70 nm HH. x 15K 

. 架 色 体 的 螺旋 化 包装 (前 期 )、 第 涉 示 正在 螺旋 化 的 150 nm HH. x 10K 

. 前 期 一 时 中期， 小 箭头 示 150 nm HH ££; 大 第 头 示 已 形成 的 300 nm 染色 单 体 。x ISK 

. 早 中 期 -> 中 期 ， 小 简 头 示 两 条 150 nm 粗 丝 正在 螺旋 成 染色 单 体 ; 大 租 涉 示 染 色 体 的 一 端 已 包装 完成 。 
x 20K 

7-8. ‘PH, Wika MRE PA 150 nm HH. x20K, x10K 

图 版 I[[: 

9. M 一 1 融合 细胞 ，AA 是 M 期 染色 体 ，B 是 1 期 细胞 中 由 染色 质 的 基本 纤 经 (30 nm, 600 nm) I LAS IHR ES RS. 

x 3.0K 

10. PARA RR RGR R). WERTH BE. PARMAR TESTER. X 10K 

11. AS PH. ARMA RM. x 10K 

12. Hp, £e DNasell BER, FEPHRRAN SRM. «12K 

13. 早 中 期 ， 染 色 单 体 明 显 。x 12K 

l4. 中 期 ，3 条 染色 体 不 同步 包装 。 小 箭头 示 基 本 完成 包装 的 染色 体 ， 大 篇 头 示 尚 在 紧密 折 和 本 的 染色 栖 ， 


A aa e kb N e 
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x 12K 
15. d REO E PREISE, RR. x 15K 
16、 旱 中 期 染色 体 ， 结 构 较 朴 松 。 x 20K 
iS 透射 电镜 用 H—600 电镜， 扫描 电镜 用 S-520 mi. 


S = x it 
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CHROMOSOME PACKING OF THE GRASS 
CARP (Ctenopharyngodon idellus) FROM 
INTERPHASE TO METAPHASE 


Hang Qi Mao Shujian 


(Biological Research Institute, Hangzhou University 310012) 


z i The cell strain ZC—7901 of Grass Carp snout tissue was adopted for the research 
of packing from basic chromatin fibres to chromosomes. In studying of the subject. 
four methods were used: the induction of premature. chromosome condensation in 
interphase nuclei by fusing with metaphase cell; the "elongation" of chromosomes; 
the moderate hypo—osmosis of culture cells and spreading chromatin. Scanning and 
transmission electron microscopes were used to investigate the prepared specimens. 

The observations showed that the basic structure of fish chromatin was the same 
as that of mammalians, which was the nucleofilament of 10 nm in diameter. There 
were two patterns from the chromatin packing into the chromosome: one was the mul- 
tiple spiralization from the basic fibre into the chromatid of about 300 nm in 
diameter, and then to the sister chromatids which twisted into the chromosome; the 
other one was the directly fold coupling from 30 nm or 60 nm solenoids into the 
chromosome in which the partial helical irregular fibres coexisted. 

It was suggested that the spiralization was the normal packing pattern of the 
chromosomes of Grass Carp. and the fold coupling was the rapid and premature con- 
densation. 

Key words: Grass Carp. Chromosome packing. Premature chromosome conden- 
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MAF: 草鱼 染色 体 的 包装 〈 间 期 一 中 期 ) 图 版 I 
Hang Qi e£ 2/.: Packing of chromosomes of the Grass carp 
(Ctenopharyngodon ídellus) from interphase to metaphase 


4 









EA =- 8i 
(图 版 说 明 在 正文 内 ) 
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Hang Qi e£ al.: Packing of chromosomes of the Grass carp 
om interphase to metaphase 
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